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Die folgenden Angaben sind dan vom Anmeldar eingereichten Unterlagen entnommen 

@ 5'-modifizierte Nukleotide und ihre Anwendung in der Molekularbiologie und Medizin 
@ Die Erfindung betrifft 5'-modifiziertB Nukleotide und 

diese Nukleotide enthaltende Nukleinsauren. Weiterhin 

werden Verfahren zum Einbau dcr 5'-modifizi"orten Nu- 
kleotide In Nukleinsauren und die anschlieBende ortspe- 

zifische Spaltung der Nukleinsauren an den 5'-modifiziar- 

ten Monomerbausteinen offenbart. DIese Verfahran kon- 

nen zur Nukleinsauresequenzierung, zur Erzeugung von 

Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutatio- 

nen, zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren 

und fur pharmazeutische Zwecke eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifFt 5'-modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthaltende Nukleinsauren. Weiterhin werden 
Verfahren zum Hinbau der 5'-modifizierten Nukleotide in Nukleinsauren und die anschlieBende ortsspezifische Spaltung 
5 der Nukleinsauren an den 5'-niodifizierten Monomerbausteinen offenbart. Diese Verfahren konnen zur Nuldeinsaurese^ 
quenziemng, zur Erzeugung von Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, zur Herstellung trageige- 
bundener Nukleinsauren und fiir pharmazeutische Zwecke eingesetzt werden. 

Die heute routinemaBig angewandten Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsaurrai bdnhalten im allgemeinen die 
Polymerisation eines zu einer Matrize komplementaren Nukleinsaurestrangs imd die Erzeugung eines Oemisches an Nu- 

10 kleinsaurefragmenten mit alien moglichen Langen (1). Dieses Nukleinsaurefragmentgemisch kann durch Termination 
der Polymerisation oder Abbau durch Exonukleasen (2), iterative Sequenziermethoden (3), Zugabe einzebier Basen und 
Nachweis der Freisetzung von Pyrophosphat (4), chemische Methoden unter Verwendung von Eliminationsreaktionen 
(5), chemisch-enzymatische Methoden unter Einbau von modifizierten Nukleosiden und Spaltung durch Angriff auf 
Phosphorthioat- oder Bor-modifizierte Nukleotide (6), Einbau von Ribonukleosiden in DNA und anschlieBende Spal- 

15 tung unter basischen Bedingungen (7) oder den Einbau von 3'-f arbmarkierten Nukleotiden mit gleichzeitiger oder nach- 
folgender Abspaltung des Farbstoffs (8) erfolgen. Neben diesen Methoden stehen auch Strategien zur Verfugung, die 
eine Sequenzierung durch Hybrid! sierung (9) und eine physikalische Fragmenterzeugung durch Massenspektrometrie 
(10) beinhalten. Auch ein Nachweis durch Atomkraftmikroskopie (11) wurde diskulierl. 

In den letzten zwanzig Jahren ist die Methode der Wahl jedoch die enzymatische Kettenabbruchmethode gewesen. 

20 Diese Methode emioghcht eine Autoniatisicrung und eine Sequenzierung mit hohem Durchsalz zur Anwendung bel der 
Sequenzierung ganzer Genome. Die Automatisierung wurde durch Verwendung von Farbstoffprimem (12), interne Mar- 
kierung (13) oder Faibstoffterminatoren (14) eireicht. Die Sequenzierung mit Farbstof^irimem und die interne Maikie- 
rung haben jedoch den Nachteil, daB irregulare Ibrminationsvoigange in der Sequenzleiter aufhsten und zur Fehlinter- 
pretation der Sequenzdaten fuhren konnen. Farbstofiiterminatoren haben den Nachteil, daB sie zum Tbil an falschen Stel- 

25 len eingebaut werden und nur eine begrenzte Ableselange ermogUchen, da es sich bei ihnen um modifizierte Substrate 
handelt. 

Dariiber hinaus besteht ein Bedurfnis, die fiir eine Sequenzbestimmung benotigte DNA-Menge zu verringem. Hierzu 
steht derzeit nur eine einzige Zyklussequenzierungsmethode zur Verfiigung (15), die jedoch im Gegensatz zu PCR, wo 
eine exponentielle Amplifikation stattfindet, nur zu einer Unearen Amplifikation der Produkte fiihrt. Die direkte Sequen- 

30 zierung von PCR-Produkten weist wiederum Nachteile auf, da in den ReaktionsgefaBen groBere Mengen an THphospha- 
ten und Primermolekulen vorliegen, die zu einer Beeintrachtigung der Sequenzierungsreaktion oder der Sequenzbestim- 
mung fiihren konnen (16). Die Aufreinigung von PCR-Produkten ist jedoch zeitaufwendig und bedeutet einen zusatzli- 
chen Verfahren sschritt, Zwar konnen Triphosphate durch enzymatische Methoden (17) gespalten werden, aber auch dies 
ist zeitaufwendig und erhoht die Kosten fiir die Durchfuhrung der Sequenzierungsreaktion. Als Alternative steht ein di- 

35 rektes exponentielles Amphfikations- und Sequenzierverfahren (DEXAS) zur Sequenzierung geringer Mengen an DNA- 
Material zur Verfiigung (18) ; dieses Verfahren konnte bisher jedoch nicht fur eine Standardsequenzierung eingesetzt wer- 
den und ist - im Gegensatz zu seinem Namen - nicht direkt exponentieU, 

GemaB vorliegeader Erfindung wild ein neues Nukleinsauresequenzierungsverfahren berdtgestellt, bei dem die Nach- 
teile des Standes der Technik mindestens teilweise vermieden werden. Durch dieses \^rfahren wird insbesondere das 

40 Problem der Substratspezifitat hinsichtUch FarbstofFterminatoren vermieden und es ermoglicht eine schneUe DNA-Se- 
quenzierung unter Verwendung sehr geringer Mengen an DNA-Ausgangsmaterial in Kombination mit einer Nukleinsau- 
reamplifikationsreaktion wle etwa PGR. Auch die lesbare Lange der sequenzierbaren Matrizen wird durch das Verfahren 
verbessert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der Verwendung von Verbindungen der aUgemeinen Formel (I): 

45 
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worin: 

B eine Nukleobase, d. h. eine natiirliche oder nichtnatiirliche zur Hybridisierung mit komplementaren Nukleinsaure- 
strangen geeignete Base wie etwa A, G, G, T, U, 1, 7-Deaza-G, 7-Deaza-A, 5-MeThyl-C etc. bedeutet, 
W und Z jeweHs OR"^, SR'", N(R^)2 oder R^ bedeuten, wobei jeweils unabhangig bei jedem \forkommen Wasserstoff 
60 od^ einen organischea Rest, z. B. einen Alkyl-, Alkenyl-, Hydroxyalkyl-, Amin-, Ester-, Acetal- oderThioesterrBst, vor^ 
zugsweise mit bis zu 10 Kohlenstoffetomen und bescmders bevorzugt mit bis zu 6 Kohlenstoffatomcn da:ratellt, 
X OR^, SR^ oder B(R^)3 bedeutet, wobei R^ jeweils unabh^gig Wasserstoff, ein Kation, z. B. ein AlkalimetaU- oder 
Ammoniumion, oder einen organischen Rest, z. B. einen Farbstoff wie etwa Fluoresceine, Rhodamine, Cyanine und de- 
ren Derivate bedeutet, 

65 Y NR^ oder S, insbesondere NR-^ bedeutet, wobei R-^ Wasserstoff oder einen organischen Rest, z, B. einen gesattigten 
Oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest, insbesondere einen Gi-C4-Rest oder einen Farbstoffrest darstellt, wobd unter 
Wasserstoff auch die Isotopen Deuterium und Tritium zu verstehen sind, und 

R Wasserstoff, ein Kation, einen oiganischen Rest oder eine gegebenenfalls modifizierte Phosphat- oder Diphosphat- 
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gruppe, insbesondere eine Diphosphatgmppe bedeutet, 

zum Einbau in Nukieinsauren und zur anschliefienden ortsspezifischen Spaltung der Nukleinsauren, vorzugsweise durch 

Hydrolyse der Bindung P-Y, wobei Nukleinsaurefxagmente mit einem 5'-Eade HY-CH2- entstehen. 

Die CjruppeR kann einen organ! schcn "Rest bedeuten, bespielsweise einen lipophilen Rest, der das Eindringen derSub- 
stanz in eine Zelle erIeichterL Vorzugsweise Ist R eine Pbosphatgruppe: 



I 

oda: eine Diphosphatgruppe; 

0 o 

II II 

P— o— P — 

1 I 

Diese Phosphat- oder Diphosphatgruppe kann modifiziert sein. So konnen ein oder melirere endstandige Sauerstoffa- 
tome Substituenten tragen, z. B. organischc I<.csLc. Andererseits konnen ein oder mehrere endstandige Sauerstoffatome 
und-bei der Diphosphatgruppe - auch das Briickensauerstoffatom durch Gruppen wie S, NR^ oderCCR.^)2 ausgetauscht 
sein, wobei wie zuvor definiert ist. Dariiber hinaus konnen auch 2 Substituenten an endstandigen SauerstofEatomen 
miteinander verbruckt sein. 

Wenn Substituenten vorhanden sind, befinden sie sich vorzugsweise an SauerstofFatomen des jeweils endstandigen 
Phosphoratoms, besonders bevorzugt am y-Phosphoratom, Beispiele fur geeignete Substituenten sind oiganische Reste 
wie etwa Alkylreste, die selbst subsdtuiert sein konnen, oder eine Salicylgruppe, die mit 2 Sauerstoffatomen des endstan- 
digen Phosphors einen 6ghedrigen cycUschen Diester bilden kann. Der aromatische Kem der SaHcylgruppen kann wie- 
derum selbst einen oder mehrere zusatzHche Substituenten tragen, z. E . solche wie fur R^ deflniert oder Halogenatome. 
Weiterhin bevorzugte Substituenten am Sauerstoffatom sind Reste wie CpCio-Alkyl, -(CH2)n-N3, (CHi)nNCR^)2 oder - 
(CH2)nNHOCO(CH2)ni-N(R^)2, wobei n und m ganze Zahlen von 1 bis 8, vorzugsweise von 2 bis 5 sind und R^ wie zu- 
vor deflniert ist, aber auBerdem vorzugsweise einen aromatischea Rest wie etwa Phenyl- oder Dinitrophenyl bedeuten 
kann. 

Der Einbau von Verbindungen der allgemeinen Formel (T) in Nukleinsauren erfolgtvorzugsweise enzymatisch. Mog- 
lich ist jedoch auch eine chemische Synthese. Piir einen enzymatischen Einbau werden vorzugsweise Enzyme verwendet 
ausgewahlt aiis der (Iruppe bestehend aus DNA-abhiingigen DNA-Polymerasen, DNA-abhangigen RNA Polymerasen, 
RNA-abhangigen DNA Polymerasen, RNA-abhangigen RJ^TA Polymerasen und Temiinalen Transferasen. Besonders be- 
vorzugt ist die T7 DNA-Polymerase, verwandte Enzyme wie etwa die T3 oder die SP6 DNA Polymerase oder Modifi- 
katioaen dieser Enzyme. Dementsprechend kann es sich bei den Nukleinsauren, in die die ^ferbinduIlgen der Formel (I) 
eingebaut werden, um DNAs oder/und RNAs handeln, die gegebenenMls ein oder mehrere weitere modifizierte Nukleo- 
tidbausteine tragen konnen. 

Nukleinsauren, die als Monomerbausteine mindestens eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) enthalten, konnen 
an dem die P-Y Bindung enthaltenden Nukleotidbaustein ortsspezifisch gespalten werden. Diese ortsspezifische Spal- 
tung kann beispielsweise an der P-Y-Bindung selbst durch Temperaturerhohung, z. B. auf mindestens EinsteUung 
saurerBedingungen, z. B. pH < 5, Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlung, z. B. mit einem Infrarotlaser oder/und 3'- 
seitig des die P-Y-Bindung enthaltenden Nukleotids durch enzymadschen Verdau, beispielsweise mit Eko- oder Endonu- 
kleasen oder Phosphodiesterasen, z. B. 3*— »-5'-Schlangengiftphosphodiesterase erfolgen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch in Kombination mit einer Amplifikationsreaktion, z. B. einer PCR, durch- 
gefiihrt werden. Dies eriaubt die Verwendung von extrem geringen Mengen an DNA-Ausgangsmaterial zur Erzeugung 
markierter komplementarer Nukleinsaurestrange. \brzugsweise wird die Nukleinsaureamplifikation mit thermostabilen 
Enzymen in mehreren Zyklen durchgeflihrt. 

Der Einbau der Verbindungen gemaB (I) in die Nukleinsauren kann inLosung erfolgen. Altemativ kann der Einbau der 
Verbindungen jedoch auch in tragergebundene Nukleinsauren ^olgen. Nach der Synthese kann dann eine Freisetzung 
der Nukleinsauren vom Trager, gegebenenfells durch die ortsspezifische Spaltung der P-Y-Bindung oder durch andere 
MeThoden erfolgen. 

Nach der ortsspezifischen Spaltung der Nukleinsauren werden Nukleinsaurefragmente erzeugt, die vorzugsweise an 
ihrem 5'-Ende die Gruppe Y-CH2- oder/und an ihrem 3'-Ende eine Pbosphatgruppe aufweisen. Bisher muBten derart mo- 
difizierte Nukleinsauren auf komplizierte Art und Weise durch chemische Synthese (19) oder durch enzymatische Reak- 
tionen (20, 21) erzeugt werden. Das erfindungsgemSBe Verfahren ist wesentUch schneller, kostengiinstiger und eriaubt 
eine einfechere Handhabung der ^ferbindungen. Die auf diese Weise hergesteUten modifizierten Nukleinsauren konnen 
fUr therapeutische Zwecke oder/und flir molekulacbiologische Untersuchungen, z. B . Untersuchungen von Mechanismen 
der Aufhahme und des MetaboUsmus von Nukleinsauren in Zellen verwandet werden, da an die 5*-Y-Gruppe auf einfa- 
che Weise eine Maiiderungsgruppe gekoppelt werden kann. Die 3'-Phosphorgruppe wiederum stellt eine Schutzgruppe 
gegen einen 3'— >-5'-Exonukleaseabbau dar. Auch an das 3'-Ende der Nukleinsaurefragmente konnen — sofem gewiinscht 
- Markierungsgruppen angefiigt werden, z. B. durch eine enzymatische Reaktion beispielsweise unrer Verwendung Ter- 
minaler Transferase und markierten Oligonukleotiden oder einer Polymerase und markierten Dideoxynukleosidtriphos- 
phaten. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen Nukleinsaurefragmente aufgrund der definierten Gruppe an ihrem 5'-Ende 
auf einfache Wdse auf einem l^ger immobilisiert werden, der eine mit der Gruppe Y leaktive, funktionalisierte Ober- 
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fl^che enthait. Andererseits kann auch eine adsorptive Bindung Uber die Oruppe Y an eine OberflSche erfolgen. Geeig- 
nete Trager sind solche, die Oberflachen beispielsweise aus Metall, Glas, Keramiken oder/und Kunststoflf aufweisen. Be- 
sonders bevorzugt sind Ttager mit Glas oder/und Siliciumoberflachen. Die Trager konnen weiterhin jede beliebige Form 
aufweisen, z. B. Mikroparlikel wie etwa magnetische Mikropartikel oder Halbleiteniiaterialien wie Biochips, z.B. 
5 DNA- Oder RNA-Chips, die gegebenenfalls mehrere mit Nukleinsauren spezifiscli bindefahige definierte Plachen in 
Form von Array- Anordnungen enthalten konnen. 

Wenn bei der Spaltung der Nukleinsauren ein heterogenes Nukleinsauregemisch entsteht, kann dieses zur HersteHung 
einer Nukleinsaurebibliodiek, insbesondere einer statistischen Bibliothek verwendet werden. Solche Bibliotheken kon- 
nen auch durch multiplen statistischen Einbau von Verbindungen der Formel (T) in einen NuMeinsaurestrang gefblgt von 

10 einer ortsspezifischen Spaltung erzeugt werden. AuBerdem konnen zur Erzeugung statistischer Nukleinsaurebibliothe- 
ken auch degenerierte und statistisch an Nukleinsaurematrizen bindende Primer eingesetzt werden. 

Die durch das erfindungsgemafie Verfahren erzeugten Nukleinsaurefragmente konnen nach der ortsspezifischen Spal- 
tung einer Nachweisreaktion unterzogen werden. Diese Nachweisreaktion kann mit beliebigen, fiir diesen Zweck be- 
kannten Methoden erfolgen. Vorzugsweise wird eine massenspektrometrische Analyse oder/und eine Eleklrophorese, 

15 z. B. eine Polyactylainidgelelektiophorese, duichgefuhrt. 

Die Nachweisreaktion kann beispielsweise zumNachwels von Mutationen, z. B. von Punktmutationen in Nukleinsau- 
ren eingesetzt werdai, Zwei ProtokoUe zur Analyse von Punktmutationen werden im folgenden ausfiihrlichbeschrieben. 

Eine weitere wichtige Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens isl die Nukleinsauresequenzierung. Solche Se- 
quenzierverfahren konnen in unterschiedlichen Varianten durchgefiihrt werden. Beispielsweise ist das erfindungsgemaBe 

20 Verfahren auch fiir eine "Cyclc"-Sequcnzicrung in KombinaUon niiL einer Nukleinsaui'cajnpiilikation oder/und I'iir eine 
bidirektionale Sequenzanalyse auf einem Nukleinsaure Strang geeignet. Bevorzugte Beispiele von Sequenzierverfahren 
werden im folgenden ausfiihrUch beschrieben. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als wiric- 
same Komponente eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) gegebenenfalls in Kombination mit pharmazeutisch ver- 

25 traglichen T^ger-, Hilfs- oder/und Fiillstoffen enthalt, Dariiber hinaus betrifft die Erfindung auch pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen, die als wirksaine Komponente eine Nukleinsaure, in die mindestens eine Verbindung der allgemeinen 
Formel (I) eingebaut ist, sowie gegebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Trager-, Hilfs- oder/und Fiillstoffe enthalten. 
Die phamiazeutischen Zusammenselzungen sind als Mittel fur die Gentherapie, als antivirale Mittel oder fiir Antisense- 
Anwendungen geeignet. So konnen Nuklease-resistente S'-Aminoverbindungen oder diese \%rbindungen entiialtende 

30 Nukleinsauren in lebende Zellen eingebracht und dort von zellulaien oder/und viralen Enzymen, z. B. Polymerasen oder 
Reverse Transkriptasen, in Nukleinsauren eingebaut werden. Wenn die zeUulare Polymerase beispielsweise nicht in der 
Lage ist, die modifizierten Gene abzulesen und selbst die modifizierten TWphosphate als Substrate nicht akzeptiert, kann 
die viralc genctische Information nicht amplifiziert werden. Weiteiliin fiihrt der Einsatz der 5 -modifizierten 5'-Nukleo- 
sidtriphosphate zu einer Zersetzung der viralen Gene, da die eingeflihrte P-Y-Bindimg, insbesondere die P-N-Bindung 

35 unter physiologischen Bedingungen labil ist. 

AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Nukleinsaurefragmenten umfossend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die mindestens eine \fefbindung d^ allgemeinen Formel (I) als monomeren 
Baustein enthalt und 

40 (b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

ErfindungsgemaBe Verbindungen der Formel (I) konnen als Bestandteile von Reagenzienkits zum Nachweis von Nu- 
kleinsauren, z. B. als Sequenzierungskits oder als Kits zur Mutationsanalysc gegebenenfalls mit weiteren Nachweiskom- 
ponenten verwendet werden. Diese weiteren Nachweiskomponenten sind beispielsweise Enzyme, insbesondere Polyme- 

45 rasen wie etwa DNA-Polymerasen oder Reverse TYanskriptasen, als Primer verwendbare Oligonukleotide, die gegebe- 
nenfalls an ihrem 5'-Ende oder/und an ihrer Seitenkette eine Markierung tragen konnen, Deoxynukleosidtriphosphate, 
die gegebenenfalls eine Markierung tragen konnen, Dideoxynukleosidtriphosphate (Kettenabbruchmolekiile), die gege- 
benenfalls eine Maritierung tragen konnen, sowie weitere Reagenzien, z. B. Puffer etc. und feste lYagen Vorzugsweise 
enthalten die erfindungsgemaBen Reagenzienkits die in den nachfolgenden Figuren angegebenen Bestandteile 

50 Weitediin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Figuren und Beispiele erlautert: 
Es zeigen: 

Fig. 1 die schematische Darstellung der Synthese 5'-Amino-modifizierter NuJdeoside; 
Fig. 2 die schematische Darstellung der Herstellung von 5 -Amino-modifizierten Nukleosidtriphosphaten; 
Fig. 3 die schematische Darstellung der Erzeugung 5'-Amino-modifizierter oder/und 3'-phosphoryIierterDNA-Frag- 
55 mente durch ortsspezifische Spaltung der P-N-Bindung bei eingebauten 5' -Amino nukleosidtriphosphaten; 

Fig. 4 die schematische Darstellung einer selektiven 5'- oder 3'-Markierung von Nukleinsaurefi-agmenten; 
Fig. 5 die schematische Darstellung der Abspaltung von Nukleinsauren von festen Tragem; 

Fig. 6 die schematische Darstellung eines SequenzierprotokoUs unter Verwendung eines 5'-Farbsto£f-markierten Se- 

quenzierprimers ; 

60 Fig. 7 ein alternatives Verfahren zur Erzeugung sequenzierbarer F^mente durch EKonukleaseverdauung; 

Fig. 8 die schematische Darstellung einer elektrophoresefreien iterativen Sequenziermetbode; 

F^. 9 die schematische Darstellung einer bidirektionalen Sequenziermetbode an einem einzigen Nukleins&urestrang; 

Fig. 10 die Markierung der Nukleinsaurefragmente nach der Sequenzierreaktion durch Tfenninale IVansferase; 

Fig. 11 eine erste Ausfuhrungsform zum Nachweis von P*unktmutationen; 
65 Fig. 12 eine zweite Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punktmutationen und 

Fig. 13 die Erzeugung einer DNA Bibhothek. 

Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel {I), worin Y eine Aminogruppe darstellt, 
sind in Fig. la imd b gezeigt. F^. la zeigt ein Schema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'-dideoxypurinnukleosiden. 
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Hierzu werden die Aminograppen der Nukleobase durch Reaktion mit Schutzgruppen blocldert, z. B. durch Silylierung 
mit Triniethylsilylchlorid und anschlieBende Einfiihrung einer Bz- oder Ibu-Schutzgruppe, Dann wird die 5'-OH-Gruppe 
aktiviert, z. B. durch Umsetzung mit Tosylchlorid, so daB sie mit einem Alkalimetallazid, z. B. LiNs, reagieren kann. 
Nach Abspaltung der Schutzgruppen, z. B. durch NHs/MeOH, kann die Schutzgruppe reduktiv, z. B. mit H2/Pt02, in eine 
Aminogruppe iiberfuhrt werden. 

In Fig. lb ist ein entsprechendes Syntheseschema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'-dideoxypyrimidinnukleosiden 
dargestellt. Thymidin kann beispielsweise direkt mit einem Azidsalz, z. B. NaNj umgesetzt und anscUieBend die Azid- 
gruppe reduktiv in eine Aminogruppe uberfuhrt werden. Bei Cytidin wird zunachst die Nukleobase durch eine Schutz- 
gruppe, z. B. Bz, blockiert und anschlieBend kann auf analoge Weise wie bei Thymidin eine Azidgruppe eingefuhrt wer- 
den, die reduktiv zu einer Aminogruppe umgesetzt werden kann. 

In F^. 2 ist ein Syntheseschema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'-dideoxynukleosid-5'-triphosphaten gezeigt, mit 
dem auf einfache Weise eine Triphosphatgruppe an die gemaB Fig. 1 erhaltenen Nukleoside angefugt werden kann. Die 
auf diese Weise hergestellten 5'-AniinoniMeosidtriphosphate kotrnen als Monomerbaustdne fiir den Binbau in Nuklein- 
sauren verwendet werden. 

Ausfiihrliche Angaben zur Ausfuhrung dieser Reaktionen finden sich in Beispiel 1. 

Fig. 3 zeigt die Erzeugung von modifizierten DNA-Fragmenten, die einen S'-Amino-T-Bauslean enthalten und die an- 
schlieBende Spaltung dieser DNA-Fragmente an der P-N-Bindung, wobei 3'-phosphoryHerte oder/und 5'-Arainoniodifi- 
zierte DNA-Fragmente erhalten werden. 

Fig. 4 zeigt Beispiele fiir eine selektive 5'- und 3 '-Markierung der durch die Spaltung erzeugten Nukleinsaurefrag- 
mente. 

Fig. 5 zeigt die Syathese von 5'-Aminonukleotidbausteinen enthaltenen DNA-Molekiilen an einen festen Trager und 
die anschlieBende Freisetzung 5'-Amino-modifizierter DNA-Fragmente durch Spaltung der P-N-Bindung. 

F^. 6 zeigt eine schematische Darstellung einer Ausfuhrungsform des S'-Aminosequenzierverfahrens. GemaB der ge- 
zeiglen Ausfuhrungsform wird ein am 5'-Ende eine Markierungsgruppe tragender Primer verwendet, der durch enzyma- 
tische Polymerisation verlangert wird, wobei 5'-Aminomodifizierte Nukleotide an statistischen Positionen in den Nukle- 
insaurestrang eingebaut werden. Die modifizierten Nukleotide werden von DNA Polymerasen, z.B. von der T7 DNA 
Polymerase, als Substrate akzeptiert. Die P-N-Bindungen sind statistisch iiber den Nukleinsaurestrang verteilt und kon- 
nen auf einfache Weise, z. B. durch Pyrolyse, saure Bedingungen oder/und MikroweUenbehandlung gespalten werden, 
wobei ein Gemisch an Nukleinsauiefragmenten entsteht. Jedes dieser Fragmente tragt an seinem 3'-Ende eine Phosphat- 
gruppe, wodurch Mobilitatsanderungen bei einer Gelelektrophorese vermieden werden. Bei Einbau von ^ferbindungen 
der Formel (I), bei denen X eine nachweisbaie Gruppe, z, B, eine Faibstoffgruppe bedeutet, werden nach Spaltung Nu- 
kleinsaurefragmente erhalten, die an ihrem 3'-Nukleotid eine Mariderung aufweisen. 

Auch fur eine "(!!ycle"-Sequenzierung konnen die modifizierten Nukleotide eingesetzt werden. Unter Verwendung 
thermostabiler Polymerasen ist es moglich, die DNA-Matrize beispielsweise durch PCR zunachst zu ampUfizieren und 
dann die modifizierten Nukleotide bei 31°C mit T7 DNA Polymerase cin/ubaucn. Die Spaltung erfolgt dann direkt im 
ReaktionsgefaB durch einfaches Erhitzen auf beispielsweise 95*^C. Altemativ kann der Einbau der modifizierten Nukleo- 
tide schon wahrend der AmpHfikation selbst durch eine thermostabile Polymerase erfolgen, 

Nach der Spaltung wird das Reaktionsgemisch oder ein Teil davon einer Nachweisreaktion, z. B. durch Gelelektro- 
phorese, unterzogen. Auf diese Weise werden Probleme hinsichtlich der Substratspe^fitat bei Farbstoff-markierten Xet- 
tenabbruchmolekiilen vermieden. Verglichen mit bisher verfugbaren chemisch-enzymatischen Methoden, z.B. durch 
Einbau von a-Thiouukleotiden, erlaubt das erfindungsgemaBe Verfahren eine einfachere Spaltung der erzeugten Nukle- 
insaurestrange, ohne daB aggressive Chemikalien verwendet werden miissen, die die Markierungsgruppe des Primers 
bzw. die glykosidische Bindung angreifen konnten. Durch das erfindungsgemaBe Verfahren konnen die Kosten von be- 
stehenden Sequenzierprotokollen verringert werden, da die IHphcwiphate auf sehr einfache Weise, z. B. durch den An- 
wender selbst, direkt vor der Sequenzierung hersteUbar sind. Das ^rfahren ist schnell, einfach und funktioniert selbst 
mit einer sehr geringen Menge an DNA-Ausgangsmalerial. 

Fig. 7 zeigt eine alternative Methode zur Erzeugung von sequenzierbaren Nukleinsaurefragmenten durch 3'— ►S'-Exo- 
nukleaseverdau, z. B. durch Schlangengiftphosphodiesterase. 

Fig. 8 zeigt ein Beispiel fiir eine Elektrophose- oder/und Gel-freie iterative Sequenziermethode. Dabei werden farb- 
stoffmarkierte 5'-Amino-modifizierte Deoxy-nukleosidtriphosphate verwendet, wobei jedes Nukleotid eine unterschied- 
liche Markierungsgruppe tragt. Durch die DNA Polymerase wird ein einziges Farbstoff-markiertes Amino-modifiziertes 
Nukleosid an den Primer angefugt und anschUelBend spezifisch an der P-N-Bindung wieder abgespaUen. Die Art des an- 
gelagerten Nukleotids kann durch die nachgewiesene Markierungsgruppe identifiziert werden. AnschlieBend kann das 
identifizierte Nukleotid in unmodifizierter Form durch die Polymarase angefugt und der zuvor beschriebene Sequenzier^ 
schritt wiederholt werden. Ein Mehrfacheinbau desselben Nukleotids kann durch die Intensitat der Mariderung, z. B. ei- 
ner Fluoreszenzmarkierung. nachgewiesen werden. 

Fig. 9 zeigt ein bidirektionales Sequenzierprotokoll innerhalb eines einzigen Nukleinsaurestrangs. Hierzu werden wie 
zuvor beschrieben 5'-Amino-markierte Nukleoside in Nukleinsaurestrange eingebaut. Die Termination der Elongation 
erfolgt durch Zugabe von Kettenabbruchmolekulen, z. B. ddNTPs. Durch Reslriktionsspaltungen konnen dann definierte 
3'-EndeD der Nukleins^urestrMnge erzeugt werden. Durch Zugabe eines mit einer zweiteo Madderungsgruppe vorsehe- 
nen Kettenabbruchmolekiils, z. B. eines ddNTPs, und Ternunaler TVansferase werdai Nukldnsaurestmnge eriialten, die 
an ihrem 5'- bzw. 3'-Ende jeweils zwei, vorzugsweise unterschiedliche Markierungsgruppen tragen. Nach Spaltung der 
P-N-Bindungen werden zwei Satze von unterschiedlich markierten DNA-Fragmenten erhalten, die in einer einzigen Se- 
quenzreaktion nebeneinander nachweisbar sind. 

Fig. 10 zeigt eine 3'-terminale Einfiihrung von Markierungsgruppen. Hierzu werden zunachst durch Polymerisation 
unter Verwendung von Aminotriphosphaien Nukleinsaurestrange heigestellt, die anschlieBend an der P-N-Bindung ge- 
spalten werden. Die resultierenden Nukleinsaurefragmente mit 3'-Phosphatgruppen werden dephosphoryliert und durch 
Zusatz eines eine Markierungsgruppe tragenden KettenabbruchmolekUls, z. B. eines S'-Amino-ddNTPs, und Ibrminaler 
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Transferase maridert. Auf diese Weise kann eine Sequenzierungreaktion in Abwesenheit jeglicher Art von Markierungs- 
gruppen durchgefuhrt werden. Der Einbau der Mailderungsgruppen in die zu sequenzierenden DNA Fragmente erfolgt 
erst nach AbschluB der Sequenzienmgsreaktion. So werden Probleme hinsichtlich der SubstratspezifitSt von Polymera- 
sen vermieden und eine Verringerung der Kosten erreicht, da die ^rwendung markierter Primermolekule uberfliissig 
5 wird. 

Fig. 11 zeigt eine erste Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punktmutationen. Dabei wird ein Nukleinsaureprimer 
verwendet, dessen 3'-Ende sich unmittelbar "stromauf warts" der potentiellen Mutations stelle befindet. Durch Zugabe ei- 
nes mit einer Mariderungsgruppe versehenen 5'-Amino-modifizierten Nukleosidtriphosphats in Gegenwart einer Poly- 
merase erfolgt ane Elongation des Primers um mindestens ein Nukleotid,sofem auf dem Matrizenstrang das zu dem je- 

10 weils verwendeten modifizierten Nukleosidtriphosphat komplementare Nukleotid vorliegt. Der Einbau des Amino-mo- 
difizierten markierten Nukleotids in den DNA-Strang oder das Ausbleiben dieses Einbaus laBt sich auf einfache Welse 
durch bekannte Methoden nachweisen. Hierzu kann das nichteingebaute Nukleotid z. B. durch Zentrifugadon oder — bei 
Bindung an eine Festphase - durch Waschen entferat und dann der Nachweis der Mariderung in an den Primer gebunde- 
nerForm oder/und nach Abspaltung erfolgen. 

15 F^. 12 zeigt eine weitere Ausfuhnmgsform zum Nachweis von Punktmutadoneo. Hierzu wird ein tj^eigebuadener 
Primer verwendet, der eine interne Mariderungsgruppe tragt. Dann werden S'-Amino-modifiziertes Nukleosidtriphos- 
phat und Polymerase zugegeben. Bei Vorliegen einer bestiramten Nukleobase auf dem Matrizenstrang erfolgt eine Elon- 
gation des Primers, ansonsten wird kein 5'-Aniinonukleosidtriphosphat an den Primer angefugt. Der Reaktionsansatz 
wird anschlieBend mit einer 3'-^5'-Exonuklease behandelt, Nach Anfugen des 5'- Ami no- modifizierten Nukleotids an 

20 den Primer findet aufgrund der P-N-Bindung kein enzymatischer Abbau durch die Exonuklease statL und die ini Primer 
eingebaute Markierungsgruppe bleibt am festen Trager immobilisiert. Wenn hingegen kein 5'-Amino-modifiziertes Nu- 
kleosidtriphosphat an den Primer angefugt wird, wird dieser durch die Exonuklease abgebaut und die Markierung vom 
festen Trager abgespalten. Das Verbleiben der Maddening am Trager oder deren Freisetzung kann ohne weiteres durch 
bekannte Methoden nachgewiesen werden. 

25 Fig. 13 zeigt die Erzeugung einer DNA-BibUothek durch multiplen 5'-Aminodeoxynukleosidtriphosphat-Einbau in 
DNA Fragmente. Durch Spaltung der P-N-Bindungen wird eine \^elzahl unterschiedlicher DNA Fragmente erzeugt, die 
entweder an einen Trager gebundra werden kdmien oder beispielsweise durch Massenspektrometrie analysiert werden 
konnen. 

Beispiele 

30 

1 , Synthese von modifizierten Nukkosiden 

Die Synthese modifizierterNukleoside wurde in Anlehnung an Mag et al (25) durchgefuhrt. 5'-Amino-5'-deoxythymi- 
din-5'-triphosphat und 5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat wurden gemal3 Yamamoto et ai (26) mittels Substi- 

35 tution der S'-Hydroxylgmppe durch eine Azidgruppe gefolgt von katalytischer Reduktion zum cntsprechcndcn Amin 
synthetisiert. Die entsprechenden Guanosin- und Adenosin-Derivate wurden durch Tbsylierung der 5' -Hydroxy Igruppe 
und Substitution der Tosylgruppe mit Lithiumazid hergestellt, um N^-C^-Cyclisierungsreaktionen zu vermeiden. Die Pu- 
rin-Azidverbindungen wurden ebenfalls durch katalytische Hydrierung reduziert. Nach Schutzgruppenabspaltung wur- 
den die Nukleoside gemafi der von Letsinger et al (27) beschriebenen Methode mit Itinatriumtrimetaphosphat triphos- 

40 phorylieit 

1.1 N'^-Benzoyl-2'-deoxycytidin 

1 Aquivalent 2'-Deoxycytidin wurde in wasserfreiem Pyridin gelost. Hierzu wurden 5 Aquivalente THmethylchlorsi- 
45 Ian bei Raumtemperatur gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min geriihrt, auf 0°C abgektihlt und tropfenweise mit 

I, 2 Aquivalenlen Benzoylchlorid versetzt. Das Gemisch wurde erst 30 min und dann weitere zwei Stunden bei Raum- 
temperatur gerutirt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml kaltem Wasser bei 0°C gestoppt. Nach 20 min wurde 
das Losungsmittel unter Vakuum entfemt. 

Der verbleibende Ruckstand in heiBem Wasser gelost und dreimal mit Hthylacetat gewaschen. Die wassrige Phase 
50 wurde auf abgektihlt und die resultierenden Kristalle durch Filtration und Waschen mit kaltem Wasser gewonnen. 
Das Produkt wurde bei 50°C iiber P2O5 unter Vakuum auf konstantes Gewichl getrocknet. 
N^-benzoyl-2'-deoxyadenosin und N^-Isobuturyl-2'-deoxyguanosin wurd^ nach der gleichem \brschrift hei;gestBllL 

1.2 5'-Azido-5'-decxythymidin 

55 

7,26 g (30 mraol) Thymidin, 9,45 g (36 mmol) Triphenylphosphln, 5,85 g (90mmol) Natriumazid und 11,94 g 
(36 mmol) Tetrabrommethan wurden in 120 ml trockenem Dimethylfomiamid gelost und fiir 24 h bei Raumtemperatur 
geriihrt. Das Gemisch wurde mil 150 ml Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und die wassrige Phase wurde 
mit viermal 2(X) ml Chloroform extrahierL Die oigamsche Hiase wurde mit Natriumsulf at getrocknet und das Losungs- 
60 mittel unter Vakuum entfemt. Das erhaltene Rohprodukt wurde durch Silicagelchromatographie mit einem Gradienten 
von 0 bis 10% IVfethanol in Dichlormethan gCTeinigt. Die Ausbeute war etwa 76% (6,09 g). 
Analyse: 

DC: Rf: 0,40 (Chloroform: Methanol = 9:1; Silicagel 60, F254, Merck) 
IR: Va£(N3) = 2093,7 cm"^ (s, KBr) 
65 NMR: [ppm], 270 MHz, 300 K, DMSO-dg: 

II, 30 (s, 1 H, N^H); 7,47 (s, IH, H^); 6,18 (l, IH, H^); 5,39 (d, IH, O^'H); 
4,22 (m, IH, H^'); 3,85 (m, IH, H'**); 3,55 (d, 2H, H^'^ H^'^); 2,29 (m, IH, H^"^); 
2,08 (m, IH, H^'^); 1,79 (d. 3H, C^-CHg). 
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Elementaranalyse: 
berechnet: 

C: 44,94%; H: 4,90%; N: 26,21%; 
gefunden: 

C: 44,77%; H: 4,86%; N: 25,93%. 5 
5'-Azido-N^-benzoyl-2',5'-dideoxycytidiii wurde nach der gleichen Varschrift hergestellt. 

1.3 5'-Azido-2'^'-dideoxycytidiii 

10 

5'-Azido-N*-benzoyl-2',5'-dideoxycytidiii wurde in einer gesattigten Losung von Ammoniak in Methanol gelost und 
bei Raumtemperatur fur 12 h geriihrt Dann wurde das Ldsungsmittel im Vakuum abgezogea und der Ruckstand chro- 
matographisch unter VerwOTdung von Dichlormethan mit einem Gradientcn von 0 bis 15% Methanol als Elutionsmittel 
gereinigt. 

15 

1.4 5'-0-(4-Methylbenzolsulfon)-N^-benzoyl-2'-deoxyadenosin und 5'-0-(4-Methylbenzolsulfon)-N^-isobutyryl-2'-de- 

oxyguanosin 

Jewells 1 Aquivalent N*-Benzoyl-2'-deoxyadenosin und N^-Isobutyryl-2'-deoxyguanosin wurden in trockenem Pyri- 
din gelost. Dazu worden bei Raumtemperatur 3 Aquivalente 4-Methylbenzolsulfonylchlorid gegeben. Das Reaktionsge- 20 
misch wurde fur 45 min geruhrt, dann auf Eis gekuhlt und mit 5 ml Wasser abgeschreckt. Nach 15 min wurde die Losung 
eingedampft und der olige Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wurde zweimal mit 5% NaHCOj, Was- 
ser und gesattigter Salzlosung gewaschen, liber N^riumsulfat getrocknet und im \^kuum eingedampft. Der Rlickstand 
wurde chromatographisch unter Verwendung eines Gradienten von 0 bis 10% Methanol in Dichlormethan als Elutions- 
mittel gereinigt, 25 

1.5 5'-Azido-2'^'-dideoxyadenosin und 5'-Azido-2',5'-dideoxyguanosin 

Jewells 1 Aquivalent der in Beispiel 1 .4 heigesteUten Verbindungen wurde in trockenem N^-Dlmethylformamid auf- 
genommen und mit flinf Aquivalenten Lithiumazid versetzt. Die Losung wurde fur 5 h bei 50°C geriihrt. Dann wurde das 30 
fiinffache ^folumen an Dichlormethan zugesetzt und dreimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit 
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen. Die Schutzgmppenabspaltung und Reinigung der 
Rohprodukte erfolgte wie bei der Herstellung von 5'-Azido 2',5'-dideoxycytidin beschrieben. 

1.6. 5'-Araino 5'-deoxythymidin 35 

150 ml absoluter Methanol wurden durch funfmaliges Einfrieren und Auftauen unter Vakuum entgast. Darin wurden 

1.5 g (5,62 mmol) 5'-Azido-5'-deoxythyniidin gelost und eine geriage Menge an Platindioxid-Hydrat-Katalysator zuge- 
setzt. Wasserstoffgas wurde in die Losung eingeleitet und das Gemisch wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Fil- 
tration durch CeUite wurde das Losungsmittel entfemt. Hne weitere Aufireinigung war nicht erforderlich. Die Ausbeute 40 
war nahezu quantitativ. 

Analyse: 

DC: Rf; 0,05 (DichlonneUiari : Methanol = 9:1; Silicagel 60 F254, Merck) 
IR: (N3) = nicht vorhanden (KBr) 

NMR: [ppm], 270 MHz, 300 K, DMSO-de: 45 

7,63 (s, IH, IT); 6,15 (t, IH, H^); 5,15 (d, IH, O^'H); 4,21 (m, IH, H^j; 

3,65 (m, IH, H^'); 2,73 (d, 2H, H^'\ H^O; 1,95-2,15 (m, 2H, H^'\ H^"^); 1,79 (d, 3H, C^-CHg). 

Massenspektrometrie; ESI (+) 

berechnet: so 
242,2 Da; 
gefimden: 
242,1 Da. 

5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin, 5'-Amino-2',5 -dideoxyadenosin und 5'-Amino-2',5'-dideoxyguanosin wurden nach 55 
der gleichen Voi^chrift hergestellt. 

1 .7 5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat 

2 mg (1 Aquivalenl) 5'-Amino-5'-deoxythymidin und 13,4 mg (5 Aquivalente) lYinatriumtrimetaphosphat wurden in 60 
100 nl sterilem Wasser (pH 8,50) aufgelost, 30 h bei Raumtemperatur geruhrt und dann bei -80°C aufbewahrt. Fiir die 
Sequenzierungsexperimente wurde ein Aliquot direkt ohne weitere Reinigung aus dem Reaktionsgemisch entnommen. 

5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat, 5'-Amino-2',5'-dideoxyadenosin-5'-triphosphat und 5'-Aniino-2',5'-di- 
deoxyguanoasin-5'-triphosphat wurden nach d^ gleichw Synthesevorschrift hergestellt. 
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Analyse 

Massenspektrometrie: ESI (-): 

5'-Amino-2',5'-dideoxyadenosin-5'-triphosphat: 
5 berechnet: 
490, 199 Da; 
gefunden: 

488.8 Da (M-H); 

510.9 Da (M-2H+Na); 
10 532,7 Da (M-2H+2Na). 

5'-Animo-2',5'-didfioxycytidm-5'-triphosphat: 
berechnet: 
466,173 Da; 
15 gefunden: 

464,8 Da (M-H); 
486,8 Da (M-2H+Na). 

5'-Ammo-2',5'-dideoxyguaaosin-5'-liiphosphat: 
20 berechnet: 
506,198 Da; 
gefunden: 
504,8 Da (M-H); 

526.8 Da (M-2H+Na); 
25 548,7 Da (M-3H+2Na). 

5 '-Amino- 5 '-deoxythy midin-S '- triphosphat: 
berechnet: 
481,184 Da; 
30 gefiinden; 

479.9 Da (M-H); 
480,6 Da (M); 
501,8 Da (M-2H+Na); 
523,8 Da (M-3H+2Na). 

35 

2. Sequenzierungsreaktlon 

Die Durchfubrung der Sequenzieiringsieaktion 1st am Beispiel derT-Spur daigestellt. Die Sequenzierungsreaktlon fur 
die A-, C- und O-Spuren kann auf analoge Weise erfolgen werden. 

40 Pro Ansatz wurden 0,3 Primer, z. B. Universal- oder Reverseprimer (Fluoresceinisothiocyanat-markiert; 2 pM), 
0,3 nl DMSO, 1,2 Ml ss-M13 MP18 (+) DNA und 0,6 nl Anncalingpuffer (1 M Tris-HCl pH 7,6; 100 mM MgCl2) zusain- 
mengegeben. Die I^sung wurde 3 min bei 70°C inkubiert und iiber eine Zeitdauer von 20 min auf Raumtemperatur ab- 
gekiililt. 

Zu dieser I>6sung wurden 0,60 jil einer dNTP-Mischung (jeweils 250 dATP, dCTP und dGTP sowie 50 pM dTTP), 
45 0,44 pi S'-Amino-dTTP (aus der Reaktionsmischung von Beispiel 1.7) und 0,25 )j1 T7 Polymerase (8 U/pl) zugegeben 
und 10 min bei 37°C inkubiert. Fiir die A-, C- und G-Spuren wurden entsprechend S'-Amino-dATP, S'-Amrno-dCTP oder 

5'-Amino-dGTP verwendet. 

AnschUeBend werden 4 ^1 Stoplosung (95% deionisiertes Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% Xylencyanol; 0,05% 

Bromphenolblau) zugegeben. 

50 Zur Herstellung eines sequenzierbaren Gemisches an Nukleinsaurefragmenten wurden die P-N-Bindungen gespalten. 
Hierzu stehen folgende alternative Metiioden zur Verfiigung: 

1. Spaltung durch Temperaturerholiung: 

40 minutiges Erwamien auf 95°C (auch 20nunutiges Erwamien ist mdglich). 
55 2. Spaltung unter sauren Bedingungen: 

Zugeben von 2 bis 5 ^il 1 N HCl, funfnainiltiges Inkubieren bei Raumtemperatur, Neutralisieren mit 2 bis 5 pi 1 N 
NaOH, funfminiitiges Denaturieren bei 95°C. 
3. Spaltung durch MikroweUen: 

Behandeln der Probe mit Mikrowellenstrablung fiir 30 min bei 900 W. 

60 

Altemativ hierzu konnen aucb enzymatische Spaltungsmethoden durch Exo- bzw. Endonukleasen, insbesondere 
durch 3'— »5'-Exonukleasen wie etwa 3'— »5'-Schlangengiftphosphodiesterase verwendet werden. Hierzu werden 10 mU 

(3,2 pi) 3' — t-5'Schlangengiftphosphodiesterase zugegeben, fur 10 min ACC inkubiert und fiir 5 min bei 95''C denaturiert. 
AnschUeBend wiirdc das I'ragmcntgcniisch analysiert, z. B. durch Polyacrylamidgelelektrophorese. Hierzu wurden 
65 5 pi des Reaktionsansatzes auf das Gel geladen. Altemativ kann der Reaktionsansatz bei — 20''C aufbewahrt und dann vor 
dem Autbringen auf das Gel fiir 3 min bei 95°C denaturiert werden. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel Q): 

X 
I 

RO— P— Y— CH2 

O ^ — ^ (1) 




X 
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B eine Nukleobase bedeutet, 

W und Z jeweils ORS SR\ N(R^)2 oder bedeuten, 

wobei jeweils unabhangig bei jedem Vorkommen Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 
X OR^, SR^ Oder B(R\ bedeutet, 
5 wobei R^ jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder einen organischen Rest bedeutet, 

Y NR^ oder S bedeutet, wobei R"^ Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt und 

R Wasserstoff, ein Kation, einen organischen Rest oder eine gegebenenfalls modifizierte Phosphat- oder Diphos- 
phatgruppe bedeutet, 

zum Einbau in Nukleinsauren und zur anschlieBenden ortsspezifischen Spaltung der Nufdeinsauren. 
10 2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 der Einbau enzymatisch erfolgt. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym ausgewahlt wird aus der Oruppe beste- 
hend aus DNA-abhangigen DNA Polymerasen, DNA-abhangigen RNA Polymerasen, RNA-abhangigen DNA Po- 
lymerasen, RNA-abhangigen RNA Polymerasen und Terminalen Transferasen. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die ortsspezifische Spaltung er- 
15 folgt durch: 

(i) fbmperaturerhohung, 

(ii) Einstellen saurer Bedingungen, 

(iii) Mikrowellenbehandlung, 

(iv) Laserbehandlung oder/und 
20 (v) enzymatischem Verdau. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau der Verbiadungen in 
KombinatLon mit einer Nukleinsaureamplifikationsreaktion erfolgt. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaureamplifikation eine PCR umfaBt. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau der Verbindungen in 
25 tragergebundene Nukleinsauren erfolgt. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB in die durch Spaltung entstehen- 
den Nukleinsaurefragmente eine oder mehrere Markierungsgruppen eingebaut werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB Mariderungsgruppen am 5'- oder/und 3'-Ende der 
Nukleinsaurefragmente angefugt werden. 

30 10. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die durch Spaltung entstehenden 

Nukleinsaurefragmente auf einem T^ger immobilisiert werden. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Ttager eine Oberflache aus MetaU, Glas, Ke- 
raraik, oder/und KunststofF aufweist. 

12. Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB der T^ger aus Mikropartikel undBio- 
35 chips ausgewahlt wird. 

13. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, daduich gekennzeichnet, daB durch die Spaltung eine 
Nukleinsaurebibliothek erzeugt wird, 

14. Vei^endung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die durch Spaltung ent- 
stehenden Nukleinsaurefragmente einer Nachweisreaktion unterzogen werden. 

40 15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Nachweisreaktion eine massenspektrometri- 

sche Analyse uirifaBt. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Nachweisreaktion eine Elektropho- 
rese umfaBt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Nachweisreaktion eine Se- 
45 quenzbestimmung umfaBt. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzbestimmung eine Zyklussequenzie- 
rung in Kombination mit einer Nukleinsaureamplifikation umfaBt. 

19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzbestimmung bidirektional 

auf einem Nukleinsaure Strang erfolgt. 
50 20. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die durch Spaltung ent- 

stehenden Nukleinsaurefragmente fur den Nachweis von Mutationen eingesetzt werden. 

21. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente eine \^rbindung der allgemeinen Formel 
(I) wie in Anspruch 1 definiert enthalt. 

22. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente eine Nukleinsaure enthalt, in die eine Ver- 
55 bindung der allgemeinen Formel (1) wie in Anspruch 1 definiert eingebaut ist. 

23. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur Herstellung eines Mittels fiir die Genthera- 
pie. 

24. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur Herstellung eines antiviralen Mittels. 

25. Verfahren zur Herstellung von Nukleinsauiefragmenten umfassend die Schritte: 

60 (a) Bereitstellen einer NukleinsSure, die als monomeren Baustdn mindestras eine Verfoindung der allgemei- 

nen Formel (I) enthalt, imd 

(b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefrag- 
mente am 5'-Ende die Gruppe HY-CH^- aufweisen, wobei Y wie in Anspruch 1 definiert ist. 

65 27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure fi^gmenle am 3'-Ende eine 

Phosphatgruppe aufweisen. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 27, weitertiin umfassend den Schritt; 

(c) Unterziehen der Nukleinsaurefragmente einer Nachweisreaktion. 
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29. NukleinsSute, dadurch gekennzeichnet, daB sie am 5'-Hnde die Oruppe HY-CH2- aufweist, wobei Y wie in An- 
spruch 1 detiniert ist, 

30. Verfahrea nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB sie am 3'-Ende eine Phosphatgruppe aufweist. 

31. Verbindung der allgemeinen Formel (I): 

X 
I 

RO— P— Y— CH, 

O ^ \ (I) 



15 

worin: 

B eine Nukleobase bedeutet, 

W und Z jeweils OR', SR', N(Ri)2 oder R^ bedeuten, 

wobei R^ jeweils unabhangig bei jedem Vorkommen Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 

X Ol<\ SR- Oder ii(R\ bedeutet, 20 

wobei R^ jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder einen organischen Rest bedeutet, 

Y NR^ oder S bedeutet, wobei R^ Wasserstoff oder einen organischen Rest darsteUt und 

R Wasserstoff, ein Kation oder eine gegebenenfaUs modifizierte Phosphat- oder Diphosphatgruppe bedeutet. 

32. Reagenzienkit zum Nachweis von Nuideinsauren, dadurch gekennzeichnet, dafi er mindestens eine \^bindung 

der alLgemeinen Fonnel (I) wie in Anspruch 1 definiert zusammen mit weiteren Nachweiskomponenten enthalt. 25 
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